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RESUMO

O linfoma é um dos tumores mais comuns em gatos e pode desenvolver-se em qualquer tecido. A etiologia é
multifatorial, e ainda ndo completamente conhecida, mas diferentes fatores (isolados ou em associagdo) tém
sido implicados na carcinogénese do linfoma felino, incluindo agentes infecciosos, inflamatdrios, genéticos,
alimentares e inalatdrios, a idade, entre outros. A sua apresentagao clinica é muito variada, e dependente do
6rgado ou tecido que é afetado pelo linfoma. Em muitos casos o diagndstico é rapido e assertivo, no entanto, em
alguns casos é desafiador. Da mesma forma, a resposta ao tratamento, e consequentemente o progndstico, sdao
variaveis e também influenciados por diversos fatores relacionados com o tumor, o animal, o tutor e a

disponibilidade de métodos de tratamento.

A identificacdo de biomarcadores que possam ser Uteis no diagndstico, na monitorizagdo da evolugdo da doenga
e/ou da resposta ao tratamento, no prognostico, e que possam ser potenciais alvos terapéuticos é de extrema
importancia em oncologia humana e veterindria. As proteinas de fase aguda (PFA) e os parametros de stresse
oxidativo tém sido estudados como biomarcadores de diferentes doengas em medicina humana e veterinaria,
incluindo em doengas oncoldgicas. No entanto, a informacao cientifica disponivel sobre a resposta inflamatoria
aguda e o estado oxidativo em gatos com linfoma é escassa. Assim, o presente estudo teve como principais

objetivos avaliar a resposta das PFA e a resposta antioxidante em gatos com linfoma de alto grau.

No presente estudo foram incluidos 36 gatos, dos quais 24 gatos com linfoma de alto grau e 12 gatos clinicamente
saudaveis (grupo controlo). As PFA proteina sérica amiléide A (SAA), Haptoglobina (Hp), butirilcolinesterase
(BChE) e fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF 1), e os biomarcadores de stresse oxidativo tiol sérico
total (Tiol) e capacidade antioxidante total (TAC) determinada através de trés métodos diferentes (TEAC, CUPRAC
e FRAP), foram determinados em amostras de soro dos animais doentes (colhidas no momento do diagndstico e

antes da administracdo de qualquer tratamento) e dos animais do grupo controlo.

No momento do diagndstico, os animais doentes apresentaram concentragdes séricas de SAA significativamente
superiores, e de IGF 1, BChE, TEAC e CUPRAC significativamente inferiores aos animais saudaveis. Para além
disso, no momento do diagndstico, os animais doentes com efusdo pleural apresentaram niveis séricos de BChE
significativamente inferiores aos dos animais sem efusdo. Adicionalmente, a concentragdo sérica de IGF 1 foi
significativamente inferior em gatos doentes infetados por FIV e FelV do que nos animais ndo infetados, e em

gatos doentes nao castrados do que em gatos doentes castrados.

Os resultados obtidos no presente trabalho sugerem que a SAA, BChE, IGF 1, TEAC e CUPRAC poderao ser
biomarcadores clinicamente Uteis em gatos com linfoma. No entanto, estudos futuros envolvendo um maior
numero de animais e com monitorizagdo da concentracdo sérica destes analitos ao longo da progressdo da

doenca serdo necessarios para melhor compreender a sua aplicagdo na pratica clinica.
PALAVRAS-CHAVE
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ABSTRACT

Lymphoma is one of the most common tumors in cats and can develop in any tissue. The etiology is multifactorial
and not yet fully understood, but different factors (isolated or in combination) have been implicated in the
carcinogenesis of feline lymphoma, including viral and bacterial, inflammatory, genetic, dietary and inhalation,
age, among others. The clinical presentation is varied and depends on the organ or tissue affected by the
lymphoma. In many cases diagnosis is rapid and assertive, but in some cases might be challenging. Likewise, the
response to treatment, and consequently the prognosis, are variable and influenced by several factors related to

the tumor, the animal, the owner and the availability of treatment methods.

The identification of biomarkers that might be useful in diagnosis, in monitoring the progression of the disease
and/or the response to treatment, in prognosis, and that might be potential therapeutic targets is of extreme
importance in human and veterinary oncology. Acute phase proteins (PFA) and oxidative stress parameters have
been studied as biomarkers of different diseases in human and veterinary medicine, including oncological
diseases. However, scientific information available on the acute inflammatory response and oxidative status in
cats with lymphoma is scarce. Therefore, the present study aimed to evaluate the AFP and the antioxidant

responses in cats with high grade lymphoma.

Thirty-six cats were included in the present study, of which 24 cats with high-grade lymphoma and 12 clinically
healthy cats (control group). Acute phase proteins serum amyloid A (SAA), haptoglobin (Hp),
butyrylcholinesterase (BChE) and insulin-like growth factor 1 (IGF 1), and the biomarkers of oxidative stress total
serum thiols (Tiol) and total antioxidant capacity (TAC) determined through three different methods (TEAC,
CUPRAC and FRAP) were determined in serum samples from diseased animals (collected at the time of diagnosis

and before administration of any treatment) and from animals of the control group.

At diagnosis, diseased animals had significantly higher serum concentrations of SAA, and significantly lower
serum concentrations of IGF 1, BChE, TEAC and CUPRAC than healthy animals. Furthermore, at diagnosis, animals
with pleural effusion had serum BChE concentrations significantly lower than animals without effusion.
Additionally, serum IGF 1 concentrations were significantly lower in cats with lymphoma infected with FIV and

FelV than in uninfected animals, and in non-castrated diseased cats than in castrated cats.

The results obtained in the present investigation suggest that SAA, BChE, IGF 1, TEAC and CUPRAC could be
clinically useful biomarkers in feline lymphoma. However, future studies, involving a larger number of animals
and with monitoring of the serum concentration of these analytes throughout the progression of the disease will

be necessary to better understand their application in clinical practice.

KEYWORDS:

Acute phase proteins; antioxidants; feline; lymphoma; oxidants; oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

O linfoma é o tumor hematopoiético mais comum no gato, sendo também o tumor hematopoiético com maior
prevaléncia na maioria das espécies (Moore et al., 2012). Estudos indicam que pode representar até um tergo
de todas as neoplasias felinas (Schmidt et al., 2010). E definido como a proliferagdo de células linfoides malignas,
podendo comprometer linfonodos e érgdos como figado e bago, entre outros, podendo ter origem em qualquer
tecido (Vail, 2017). A apresentacao clinica, a resposta ao tratamento e consequentemente o progndstico, podem
ser muito variaveis, dependendo de diferentes fatores tais como a genética do animal, da competéncia do seu

sistema imunitario, da localizagdo anatémica e do subtipo morfolégico do linfoma (Burkhard et al., 2013).

Anteriormente, a infecdo pelo virus da leucemia felina (FeLV) era o principal fator que justificava a elevada
prevaléncia deste tumor em gatos; no entanto, atualmente, mesmo com o desenvolvimento e implementagdo
da administragdo da vacina de FelV, e com a identificagdo e isolamento dos animais doentes, ndo ocorreu
diminuigdo da prevaléncia desta neoplasia em gatos, o que sugere o envolvimento de outros fatores (Louwerens
etal., 2005). A exposicdo ao fumo do tabaco (Bertone et al., 2002), predisposi¢do racial dos gatos da raga siamés,
que sugere risco hereditario (Louwerens et al. 2005), altera¢des genéticas como a atividade da telomerase que
impede a célula de sofrer apoptose, a inflamagdo crénica no intestino (Vail, 2013), para além da infec¢do por
FelV e FIV, sdo fatores que de maneira direta ou indireta foram associadas a carcinogénese do linfoma felino
(Hartmann, 2012). Os linfomas felinos associados a infeccdo por FeLV desenvolvem-se em geral a partir de
linfécitos T, e sdo associados a gatos mais jovens e a forma mediastinica, embora estejam também associados
ao linfoma multicéntrico (Louwerens et al., 2005; Versteegh et al., 2023). J4 os linfomas felinos associados a
infeccdo por FIV tém origem nas células B, desenvolvendo-se em locais extranodais e em gatos mais velhos
(Versteegh et al., 2023). Os linfomas ndo associados a retrovirus sdo de linhagem de células B ou T e tendem a
ser mais especificos de 6rgdos e solitdrios, como linfoma renal e linfoma intestinal (Richter 2003). O seu
diagndstico pode ser estabelecido através de citologia, histopatologia ou técnicas moleculares, sendo na maioria
dos casos rapido e assertivo, embora alguns casos possam representar um maior desafio diagndstico (Thrall,

2007; Valli, 2007; Gambini et al., 2021; Kleinschmidt et al., 2010).

E uma doenga que raramente pode ser curada, no entanto, a quimioterapia tem o potencial de induzir uma
remissdo completa e prolongar a vida do animal na maioria dos casos, geralmente com poucos efeitos
secundarios; no entanto as recidivas sdo comuns, sendo necessarios novos tratamentos para melhoria dos

resultados (Thamm, 2019).

As proteinas de fase aguda (PFA) sdo biomarcadores sensiveis a inflamacdo, independente da sua etiologia
(traumatica, infecciosa, imunomediada, inflamatdria primaria ou neoplasica) (Ceron et al., 2019; Escribano et al.,
2021). A inflamacgdo é uma resposta a estimulos bioldgicos, quimicos e fisicos, que originam eventos celulares e
moleculares. Na fase aguda da resposta inflamatéria, as células do sistema imunolégico migram para o local da

lesdo, evento que é facilitado por mediadores soltveis, como as citocinas, quimiocinas e PFA. E dependendo da
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lesdo, esta fase pode ser suficiente para resolver o dano e iniciar o processo de cura (Germolec et al., 2018). A
resposta de fase aguda (RFA) é uma reagdo sistémica, imediata e inespecifica iniciada quando os animais sdo
expostos a um estimulo inflamatdrio, que se inicia antes da resposta imunitaria especifica, muitas vezes antes
do aparecimento dos sinais clinicos, tendo como objetivo limitar a lesdo tecidual, eliminar a causa da agressao e
restaurar a fungdo normal e a homeostasia (Vilhena et al., 2019). O mesmo acontece quando o estimulo é
tumoral, onde ocorre uma RFA tipica, mesmo na auséncia de um estimulo inflamatério exégeno (Gabay et al.,

1999; Paltrinieri et al., 2008).

Em gatos, a proteina sérica amiloide A (SAA) é considerada uma PFA positiva maior, cuja concentragdo sérica
aumenta algumas horas apds o estimulo inflamatdrio, permanecendo elevada enquanto persistir a inflamacgao
(Paltrinieri, 2008); a haptoglobina (Hp) é considerada uma PFA positiva moderada (Rossi et al., 2023); o fator de
crescimento semelhante a insulina 1 (IGF 1) é uma hormona com uma fungdo importante no crescimento e
diferenciagdo de tecidos, além de ser considerada PFA negativa (Dabrowski et al., 2015) e a butirilcolinesterase

(BChE) é considerada uma PFA negativa em gatos (Tvarijonaviciute et al., 2012).

O estado oxidativo de um individuo depende do equilibrio entre os agentes oxidantes e as defesas antioxidantes,
desenvolvendo-se stresse oxidativo quando os radicais livres de oxigénio e azoto (agentes oxidantes) excedem a
capacidade antioxidante do organismo (Mandelker, 2008). Este desequilibrio pode causar lesGes em
macromoléculas celulares, como DNA, proteinas e lipidios, contribuindo para o desenvolvimento de varias
doengas, incluindo oncoldgicas, cardiovasculares e neurodegenerativas (Sies et al., 2017). A resposta
antioxidante do organismo pode ser avaliada através da determinagdo de agentes antioxidantes isolados, como
por exemplo os tidis séricos totais (Tiol), ou através da atividade antioxidante total (TAC), que avalia a resposta
de diferentes agentes antioxidantes, assim como as suas interagdes (Formam et al., 2009; Vilhena et al., 2019).
No entanto, a aplicagdo clinica de biomarcadores do estado oxidativo do organismo apresenta algumas
limitagcGes, nomeadamente a complexidade do processo e o nimero de componentes oxidantes e antioxidantes

envolvidos (Sanchez-Rodrigues et al., 2019).

A identificacdo de biomarcadores que possam ser usados na pratica clinica é de extrema importancia em
medicina humana e em medicina veterinaria. Os biomarcadores poderao ser Uteis no diagndstico, monitorizagdo
da evolugdo da doenga e/ou da resposta ao tratamento e prognéstico, para além de serem potenciais alvos
terapéuticos. As PFA e os biomarcadores de stresse oxidativo tém sido estudados em diferentes doencgas em
medicina humana e veterinaria, incluindo em doengas oncoldgicas (Hazuchova et al., 2016; Paltrinieri et al., 2016;
Mitchell et al., 2009; Heini et al., 2020). No entanto, a informagdo cientifica disponivel relativa a estes
biomarcadores em medicina felina é muito escassa. Assim, este estudo teve como principais objetivos avaliar a

resposta das PFA e a resposta antioxidante em gatos com linfoma de alto grau.
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2. MATERIAIS E METODOS

Este projeto de investigacdo foi aprovado pela Comissdo de Etica da Escola Universitaria Vasco da Gama, Parecer

05/2025. Foi obtida a autorizagdo dos tutores dos animais avaliados para a sua inclusdo neste estudo.

Foram incluidos neste estudo observacional transversal 24 gatos com diagnéstico de linfoma de alto grau
determinado por citologia e/ou histopatologia, que foram apresentados em dois centros de atendimento médico
veterinarios de Portugal (Onevet Hospital Veterinario do Baixo Vouga e Onevet Hospital Veterinario Universitario
de Coimbra). Foram incluidos animais com linfoma, em diferentes localizagdes anatomicas e em diferentes
estadios clinicos. A caracterizagdo clinica dos animais com linfomas é apresentada na tabela 1. Foram excluidos
deste estudo gatos com linfoma que apresentavam, ao diagndstico, doengas concomitantes, outro tipo de tumor
ou histdria de neoplasia previamente diagnosticada. Foram realizados exame clinico e exames complementares
de diagndstico em todos os animais doentes incluidos no estudo, incluindo hematologia, perfil bioquimico sérico,
avaliagdo dos linfonodos, radiologia toracica (trés proje¢des), ecografia abdominal e citologia e/ou bidpsia dos
linfonodos/tecidos alterados para diagnédstico e estadiamento clinico. Os dados da identificagdo do animal e os
parametros clinicos avaliados incluiram raca, sexo, estado reprodutivo, idade, peso, estado de infe¢do pelo FIV

e FelV, classificagdo anatdomica do linfoma, estadio clinico e presencga de efusdo pleural ou abdominal.

Foram também incluidos 12 gatos considerados clinicamente saudaveis (grupo controlo), com base na histdria
clinica, exame clinico e resultados de exames complementares de diagndstico, e que necessitaram de analises
hematoldgicas para procedimentos cirurgicos eletivos, check-ups geriatricos ou determinacdo do estado de

infecdo por FIV e FelV. A caracterizagdo clinica dos gatos do grupo controlo é apresentada na tabela 1.

= SiTARL
o Sy
5 A

Modelo 62/P02/R0-23 6

Sistema Interno de Garantia da Qualidade 5




Tabela 1. Caracterizagdo dos gatos com linfoma e saudaveis incluidos no estudo

Gatos grupo linfoma (n=24) Gatos grupo controlo (n=12)

Raca EC 23 11
Persa 1 1
Sexo macho 12 3
fémea 12 9
Estado Reprodutivo  castrado 19 5
ndo castrado 5 )
sem informacgao 2
Idade (anos) média 6,8 4,8
min - max 0,6-17 0,5-15
Peso (Kg) média 4,0 3,5
min - max 2,3-6,7 2,2-5,0
Infegdo FIV/FelLV FelLV + 8 -
FIV + 2 -
FIV+ / FelV + 3 -
FIV -/ FeLV - 12
nao
determinado 11 -
Localizacdo multicéntrico 3
anatémica do mediastinico 13
linfoma .
alimentar
extranodal
nasal
Estadio clinico I 9
I 10
1]
\%
nao
determinado
Efusao pleural com efusdo
sem efusdo 15

EC, europeu comum; FelV, virus da leucemia felina; FIV, virus da imunodeficiéncia felina; max, maximo; min, minimo

A determinagdo da concentragdo sérica das PFA SAA, Hp, BChE e IGF 1, e dos biomarcadores de stresse oxidativo
Tiol e TAC determinada por trés métodos diferentes (TEAC, CUPRAC e FRAP), foi realizada em todos os animais
do grupo doentes e todos os animais do grupo controlo, no laboratdrio Interdisciplinar de Andlises Clinicas da
Universidade de Mdrcia (Interlab - UMU), Espanha. Apenas amostras de soro isentas de hemdlise e lipemia foram
utilizadas neste estudo devido a interferéncia analitica significativa com as determinagGes destes analitos. A
determinacdo dos diferentes analitos foi realizada, em todos os casos, em excedentes de amostras de soro
recolhidas no ambito do plano diagndstico de cada animal. Nenhuma amostra de sangue foi recolhida

exclusivamente para este estudo.
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A concentragdo sérica de SAA foi determinada através de um imunoensaio turbidimétrico humano (LZ-SAA; Eiken
Chemical Co., Téquio, Japdo) previamente validado em gatos (Hansen et al., 2006). Resumidamente, as proteinas
SAA presentes na amostra de soro reagem com os anticorpos anti-SAA presentes no reagente, causando
aglutinacdo e alteragdo da turbidez da amostra, que é proporcional a concentracdo sérica de SAA. A
concentragdo sérica de Hp foi determinada pelo método de ligagdo a hemoglobina com o uso de um kit comercial
(Tridelta Development Ltd., Kildare, Irlanda) previamente validado em gatos (Tvarijonaviciute et al., 2012). Neste
método, a hemoglobina livre presente no reagente liga-se as moléculas de Hp da amostra, proporcionalmente a
concentragdo sérica de Hp, e a atividade peroxidase da hemoglobina ligada é inibida a pH baixo. A concentracdo
sérica de BChE foi determinada por espectrofotometria. Neste método, a atividade de BChE foi determinada
através da avaliagdo da hidrélise do substrato butiriltiocolina e usando acido 5,5’- ditiobis-2-nitrobenzéico
através de um método também previamente validado para uso em gatos (Tvarijonaviciute et al.,, 2012). A
concentragdo sérica de IGF 1 foi determinada usando um ensaio imunoquimioluminescente automatizado em
fase sdlida marcado com enzima (immulite System; Siemens Health Diagnostics, Malvern, EUA) previamente
validado em gatos (Tvarijonaviciute et al., 2012). Sucintamente, este método baseia-se na utilizacdo de
anticorpos anti-IGF 1 presentes no reagente para detetar a IGF 1 sérica, em ambiente acido para separar o IGF 1

das proteinas de ligagdo ao IGF (Tvarijonaviciute et al., 2012).

A concentragdo sérica de Tiol foi determinada através de um método que usa dissulfetos aromaticos como
reagentes, previamente validado para uso em gatos (Vilhena et al., 2019). A TAC foi determinada em todos os
casos por trés métodos espectrofotométricos, incluindo o TEAC, o CUPRAC e o FRAP. A concentragdo sérica de
TEAC foi determinada através de um método que utiliza a peroxidase de rabano, previamente validado em gatos
(Vilhena et al.,, 2019). O ensaio CUPRAC foi determinado por um método que usa o 4acido
batocuproinadissulfénico dissddico como agente quelante, previamente validado para uso em soro felino
(Vilhena et al., 2019). O ensaio FRAP usa o complexo férrico tripiridiltriazina (Fe3+-TPTZ) como reagente, através

de um método validado em gatos (Vilhena et al., 2019).

A determinacdo sérica de todos os analitos avaliados foi realizada num analisador bioquimico automatizado

(Olympus AU600, Olympus Diagnostica, GmbH).

Modelo 62/P02/R0-23 8 250
=

;
4 0osv

Sistema Interno de Garantia da Qualidade 5 b ¢

“, o
N Dos N0



2.1 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados sdo apresentados como medianas com intervalos interquartis (IQR), salvo indicagdo em contrario.
O teste de normalidade de Shapiro-Wilk foi usado para avaliar a distribuicdo dos dados. Como a maioria dos
dados ndo apresentava distribuicdo normal, as comparagdes entre grupos foram realizadas através do teste nao
paramétrico de Wilcoxon para duas amostras independentes, aplicando corre¢des de continuidade quando
necessario. Para comparar as concentragdes de analitos entre gatos saudaveis e gatos doentes, foi utilizado o
teste de Wilcoxon, incluindo ajustes para empates nos dados. Para avaliar a influéncia de fatores clinicos e
demograficos (como o sexo, a raga, o estado reprodutivo e a presenca de efusdo pleural) foi utilizado o teste de
Kruskal-Wallis. Foi utilizado um nivel de significancia de P <0,05 para determinar a significancia estatistica. As

analises estatisticas foram realizadas com recurso ao software RStudio.
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3. RESULTADOS

As concentragGes séricas de PFA e de antioxidantes (apresentadas como medianas e intervalos interquartil) dos
gatos com linfoma de alto grau e dos animais do grupo controlo sdo apresentados na tabela 2. Os animais
doentes apresentaram concentragdes séricas de SAA significativamente superiores, e de BChE, IGF 1 e da TAC
determinada através dos métodos TEAC e CUPRAC significativamente inferiores em relagdo aos animais

saudaveis.

Tabela 2. Concentragdo sérica de SAA, Hp, BChE, IGF 1, Tiol, TEAC, CUPRAC e FRAP nos gatos com linfoma (n=24)

e nos gatos do grupo controlo (n=12)

Grupo linfoma

Grupo controlo

mediana (IQR) mediana (IQR) P
SAA (ug/ml) 36,35 (0,38-58,6) 0,38 (0,38-0,38) 0.002
Hp (mg/dL) 386,6 (297,9-473,1) 354,8 (273,3-437,0) 0,146
BChE (umol/ml.min) 1,1(0,7-1,7) 1,5(0,9-2,3) 0.005
IGF 1 (ng/ml) 31,5 (15,0-183,5) 127,5 (31,2-263,0) 0,001
Tiol (mmol/I) 0,20 (0,15-0,25) 0,205 (0,130-0,262) 0,240
TEAC (mmol/L) 0,312 (0,257-0,393) 0,366 (0,276-0,580) <0,001
CUPRAC (mmol/L) 0,330 (0,293-0,391) 0,361 (0,311-0,454) <0,001
FRAP (mmol/L) 0,350 (0,312-0,446) 0,370 (0,311-0,454) 0,118

BChE, butirilcolinesterase; CUPRAC, capacidade antioxidante redutora cuprica; FRAP, capacidade antioxidante
redutora férrica; Hp, haptoglobina; IGF 1, fator de crescimento semelhante a insulina 1; IQR, intervalo
interquartil; SAA, proteina sérica amildide A; TAC, capacidade antioxidante total; Tiol, tiol sérico total. As

diferencas significativas sdao apresentadas em negrito.

A anadlise da influéncia das caracteristicas clinicopatoldgicas dos gatos com linfoma de alto grau (raca, género,
estado reprodutivo, idade, infe¢do por FIV e/ou FelV, localizagdo anatémica do linfoma, estadio clinico e
presenca de efusao pleural) na concentragao dos diferentes analitos avaliados (apresentada na tabela 3) mostrou

gue os animais doentes com efusdo pleural apresentaram niveis séricos de BChE significativamente inferiores
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aos dos animais sem efusdo. Adicionalmente, a concentragdo sérica de IGF 1 foi significativamente inferior em
gatos doentes infetados por FIV e FelV do que nos animais ndo infetados, e em gatos doentes ndo castrados do
que em gatos doentes castrados. Nado foram detetadas outras influéncias significativas das caracteristicas
clinicopatoldgicas dos gatos doentes sobre a concentracdo sérica das PFA e dos biomarcadores de stresse

oxidativo analisados.

Tabela 3. P-valor da influéncia das caracteristicas clinicopatolégicas dos animais com linfoma de alto grau na

concentragdo sérica das PFA e biomarcadores de stresse oxidativo analisados

SAA HP BChE IGF1 Tiol TEAC CUPRAC FRAP
Raga 0,169 0,220 0,611 0,196 0,348 0,613 0,220 0,516
Género 0,426 0,427 0,302 0,610 0,599 0,768 0,846 0,273

Estado reprodutivo 0,491 0,674 0,551 0,030 0,575 0,837 0,726 0,363

Idade 0,281 0,922 0,411 0,384 0,448 0,437 0,383 0,551
FIV 0,653 0,804 0,302 0,928 0,937 0,737 0,446 0,937
FelV 0,259 0,411 0,117 0,178 0,733 0,613 0,934 0,847
FIV / FeLV 0,119 0,442 0,106 0,047 0,543 0,392 0,758 0,934
Forma anatémica 0,653 0,500 0,253 0,690 0,852 0,840 0,963 0,854
Estadio clinico 0,651 0,498 0,772 0,538 0,167 0,149 0,201 0,291
Efusdo pleural 0,858 0,976 0,025 0,162 0,743 0,493 0,222 0,612

BChE, butirilcolinesterase; CUPRAC, capacidade antioxidante redutora cuprica; FelV, virus da leucemia felina;
FIV, virus da imunodeficiéncia felina; FRAP, capacidade antioxidante redutora férrica; Hp, haptoglobina; IGF 1,
fator de crescimento semelhante a insulina 1; SAA, proteina sérica amildide A; TAC, capacidade antioxidante

total; Tiol, tiol sérico total. As diferencas significativas sdo apresentadas em negrito.
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4. DISCUSSAO

A avaliacdo da RFA e do estado oxidativo do organismo tem sido utilizada para a identificagdo de biomarcadores
em diversas doengas em medicina humana e veterinaria, incluindo em diversas doengas oncoldgicas (Gabay et
al., 1999; Vilhena et al., 2019; Tuna, 2022). O presente estudo pretendeu avaliar a resposta inflamatéria em gatos
com linfoma de alto grau, incluindo gatos com linfomas em diferentes localizagGes anatdomicas e em diferentes
estadios clinicos, através de um perfil de PFA que incluiu uma PFA positiva maior (SAA), uma PFA positiva
moderada (Hp) e duas PFA negativas (BChE e IGF 1). A avaliagdo de perfis de PFA que incluam pelo menos uma
PFA positiva maior, uma PFA positiva moderada e uma PFA negativa sdo recomendados em relagdo a
determinagdo de parametros individuais, uma vez que permitem uma melhor diferenciacdo entre estados
patoldgicos e obter informagdo sobre a evolugdo da doenga (Cerdn, et al., 2008). Para além disso, foi também
avaliada a resposta antioxidante nos mesmos animais, através de um perfil que incluiu a determinagdo da
concentragdo sérica de um antioxidante individual (Tiol) e da TAC através de trés métodos diferentes (TEAC,
CUPRAC e FRAP). Alguns autores recomendam que a determinagdo da TAC em amostras bioldgicas deve ser
realizada através de diferentes métodos, uma vez que se baseiam em diferentes reagGes quimicas, pelo que
fornecem informacdo diferenciada, o que permite uma melhor caracterizacdo do estado antioxidante do

organismo (Islam et al., 2012; Rubio et al., 2016a; Rubio et al.,2016b).

Os resultados obtidos no nosso estudo mostraram que os gatos com linfoma espontaneo de alto grau
desenvolvem uma resposta das PFA, uma vez que foram detetadas alteragdes significativas nas concentragdes
séricas de PFA nos gatos doentes quando comparadas com os gatos sauddveis, nomeadamente um aumento da
SAA, e uma diminuicdo da BChE e da IGF 1. Diferentes estudos em medicina humana e em medicina veterinaria
reportaram uma resposta das PFA em diferentes doengas oncoldgicas, incluindo linfoma em cdes (Tecles et al.,
2005; Merlo et al., 2008). Estudos anteriores avaliaram também a resposta das PFA em gatos com linfoma, no
entanto, o seu valor na pratica clinica ndo é ainda completamente conhecido. Aumentos significativos na
concentragdo sérica das PFA positivas maiores SAA e AGP foram anteriormente reportados em gatos com linfoma
no momento do diagndstico (Correa et al., 2001: Winkel et al., 2015; Schiavo et al., 2022 Akiyuoshi et al., 2023).
No entanto, os mesmos estudos ndo mostraram valor progndstico da concentragdo sérica destas PFA
determinadas no momento do diagndstico. Love e colaboradores (2021), ndo encontraram diferengas na
concentragao sérica de Hp entre gatos com linfoma de baixo grau e doenca inflamatéria intestinal. Tal como no
nosso estudo, Tschuor e colaboradores (2012), também detetaram uma diminuigdo significativa da concentracado
sérica de IGF 1 em gatos com linfoma, pelo que este analito podera eventualmente mostrar-se um biomarcador
com interesse clinico no linfoma felino. O nosso perfil de PFA incluiu ainda a avaliagdo da concentragdo sérica de
BChE em gatos com linfoma, tendo estes apresentado uma diminuicao significativa da sua concentragdo em
relacdo aos animais do grupo controlo. Que tenhamos conhecimento, nenhum estudo anterior avaliou a
concentragdo de BChE em gatos com linfoma. Os resultados obtidos neste estudo sdo concordantes com os
obtidos nos estudos anteriores, nomeadamente no aumento significativo da SAA, mas ndo da Hp, e uma

diminuicdo significativa de PFA negativas em gatos com linfoma no momento do diagndstico (Correa et al., 2001;
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Winkel et al., 2015; Love et al., 2021; Schiavo et al., 2022; Akiuoshi et al., 2023). No entanto, no presente estudo,
ndo foi avaliado o valor progndstico da concentracdo sérica das PFA determinado no momento do diagndstico

nos animais com esta doenga oncoldgica.

Diversos estudos avaliaram o estado oxidativo em diferentes doengas oncoldgicas caninas, incluindo o linfoma
no cdo, no momento do diagndstico e também apds resposta ao tratamento (Vajdovich et al., 2005; Winter et
al., 2009; Bottari et al., 2015). Todos os estudos identificaram desenvolvimento de stresse oxidativo nos cdes
com linfoma, no entanto, alguns estudos detetaram aumentos significativos e outros diminuicGes significativas
nos biomarcadores de stresse oxidativo (agentes oxidantes e agentes antioxidantes). Estas diferencas sdo
provavelmente referentes aos diferentes métodos e diferentes condi¢cdes dos ensaios utilizados para avaliar os
biomarcadores de stresse oxidativo, e/ou porque as altera¢des no estado oxidativo podem ocorrer consoante o
estado e gravidade da doenca (Winter et al.,, 2009; Tecles et al., 2015; Rubio et al., 2017). AlteragGes nos
parametros do estado oxidativo foram também ja anteriormente reportados em diferentes doengas felinas, no
entanto, a informagdo cientifica disponivel em relagdo a doengas oncolégicas é muito escassa (Tecles et al., 2015;
Vilhena et al., 2019; Vilhena et al., 2018), e que tenhamos conhecimento, ainda nao foi avaliada em gatos com
linfoma. Um estudo realizado em gatas com adenocarcinomas mamarios mostrou que, ao diagndstico, estas
apresentavam diminuigdo significativa nas concentragdes séricas de glutationa peroxidase (considerado um
analito antioxidante em gatos) e da TAC determinada por TEAC e CUPRAC, mas ndo de Tiol e da TAC determinada
pelo método FRAP (Vilhena et al., 2019). No entanto, reportou que as concentragGes séricas de Tiol e FRAP eram
significativamente menores em gatas doentes que apresentavam émbolos vasculares neopladsicos e metastases
nos linfonodos regionais e/ou a distancia do que nas gatas doentes sem estas alteragdes (Vilhena et al., 2019).
Os resultados do nosso estudo mostraram também uma resposta antioxidante nos gatos com linfoma de alto
grau. Apesar de ndo ter sido avaliada a concentragao de agentes oxidantes no presente estudo, esta diminuicdo
reflete, provavelmente, o dano oxidativo provocado pela doenga. Considerando que os métodos utilizados para
a determinacdo da concentracdo sérica dos diferentes analitos avaliados em gatas com adenocarcinomas
mamarios e nos gatos com linfoma foram semelhantes, as diferengas encontradas entre as duas doengas podem
ser devidas a diferengas na resposta antioxidante entre os dois processos, tornando estes analitos interessantes
como biomarcadores da doenga. No entanto, tal como descrito anteriormente em cdes, ndo podemos descartar
que as diferengas sejam devidas a variagdes no estado e gravidade da doenga, ou mesmo em pequenas variagoes

nas condig¢Ges dos ensaios analiticos usados para determinar os antioxidantes.

Neste estudo foi ainda avaliada a influéncia de diferentes parametros clinicopatoldgicos sobre a concentracdo
sérica das PFA e antioxidantes analisados. Apenas foi observada uma influéncia significativa sobre a concentracdo
sérica das PFA negativas, com os gatos doentes com efusdo pleural a apresentaram niveis séricos de BChE
significativamente inferiores aos dos animais sem efusdo, e os animais com linfoma e infetados com FIV e/ou
FelLV apresentaram uma diminuigdo significativa da concentracdo de IGF 1 em relagdo aos animais doentes ndo

infetados. A auséncia de outras alteragGes nos analitos avaliados em funcdo da presenca de fatores

= SiTARL
o Sy
5 A

Modelo 62/P02/R0-23 13

Sistema Interno de Garantia da Qualidade 5




clinicopatoldgicos associados a um pior progndstico podera ser explicada, pelo menos em parte, pelo reduzido
numero de animais doentes em cada grupo.

Este estudo apresenta limitagOes que devem ser consideradas na interpretacdo dos resultados, nomeadamente
o0 seu carater retrospetivo, o reduzido nimero de animais da amostra e o facto de incluir, no grupo de animais
doentes, um grupo heterogéneo de gatos com doenga com diferentes localizagdes anatémicas e em diferentes
estadios clinicos. Para além disso, a monitoriza¢do da variagdo dos diferentes analitos avaliados com a progressao
da doenca e/ ou resposta ao tratamento, assim como a avaliagdo do valor progndstico da concentragdo sérica

das PFA e dos biomarcadores de stresse oxidativo avaliados no momento do diagndstico ou durante o curso da

doenca poderia permitir a obteng¢do de mais informacao clinica.
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5. CONCLUSAO

Este estudo reportou uma resposta das PFA que foi avaliada através de um perfil de PFA que incluiu uma PFA
maior - SAA, uma PFA moderada - Hp e duas PFA negativas - BChE e IGF 1, e uma resposta antioxidante avaliada
através de um perfil de antioxidantes que incluiu o Tiol e a determinacdo da TAC através de trés métodos
analiticos diferentes - TEAC, CUPRAC e FRAP em gatos com linfoma de alto grau. Os resultados obtidos sugerem
que as PFA SAA, BChE e IGF 1, e os antioxidantes TEAC e CUPRAC podem ser biomarcadores de interesse do
linfoma felino. No entanto, sdo necessdrios estudos futuros, com um maior nimero de animais, que permitam
avaliar grupos mais homogéneos de gatos com doengas com a mesma localizagdo anatémica e no mesmo estadio
clinico, para avaliar o valor clinico destes analitos no linfoma felino. Estudos com monitorizagdo da concentragdo
sérica destes analitos ao longo da progressdo da doenga poderdo também contribuir para melhor compreender

a sua aplicagdo na pratica clinica.
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